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1.1 Akute Pankreatitis 
1.1.1 Definition und Epidemiologie 
Das Pankreas ist eine Drüse mit sowohl exokriner als auch endokriner Funktion. 
Der exokrine Teil des Pankreas ist für die Produktion und Sekretion von 
Verdauungsenzymen verantwortlich, auch Zymogene genannt 1. Die meisten dieser 
Enzyme, vor allem die Proteasen, werden als inaktive Vorstufen synthetisiert und 
sekretiert, wie z.B. Trypsinogen oder Pro-Elastase. Unter physiologischen 
Bedingungen werden die sekretierten Proteasen erst im Duodenum durch das 
Bürstensaumenzym Enterokinase aktiviert, um dort die Nahrung aufzuschließen. 
Dies stellt einen Schutzmechanismus des Organs vor seinen eigenen Enzymen 
dar. Um einer Aktivierung der pankreatischen Proteasen innerhalb des Pankreas 
vorzubeugen, werden ebenfalls Proteaseinhibitoren wie zum Beispiel der Serin 
Protease Inhibitor Kazal-Type 1 (SPINK-1) synthetisiert.  
Die Entstehung der akuten Pankreatitis ist definiert durch einen akuten oder 
chronischen entzündlichen Prozess im Pankreas, der durch die vorzeitige 
Aktivierung von Verdauungsenzymen noch in den Azinuszellen selbst beginnt und 
letztendlich im Selbstverdau des Pankreas resultiert 2. Dieser Selbstverdau führt 
zur Entstehung von Ödemen, Gefäßschädigung sowie dem nekrotischen und 
apoptotischen Zelluntergang der Azinuszellen.  
Die Pankreatitis gehört zu den führenden gastrointestinalen Erkrankungen in der 
Akutversorgung im Krankenhaus mit einer Inzidenz von 15-20/100000 Einwohnern 
pro Jahr 3.  Dabei gibt es eine Geschlechterverteilung von 16/100000 Männer im 
Vergleich zu einer Inzidenz bei Frauen von 10,2 auf 100000 4. In Langzeitstudien 
konnte gezeigt werden, dass in vielen europäischen Ländern die Häufigkeit der 
akuten Pankreatitis in den letzten 40 Jahren zugenommen hat 5.  
Die Pankreatitis kann nach der Atlanta-Klassifikation in eine leichte akute, 
mittelschwere akute und schwere akute Pankreatitis eingeteilt werden 6. Während 
der Verlauf der Erkrankung bei etwa 80% mild verläuft, weisen 20% der Patienten 
schwere bis teilweise lebensbedrohliche Verläufe auf 7. Bei der milden, auch 
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ödematös genannt, Pankreatitis erfolgt eine Erholung innerhalb von 5 bis 7 Tagen, 
mit einer sehr geringen Mortalität 8. Im Falle einer schweren, nekrotisierenden, 
Pankreatitis liegt die Mortalität bereits bei 25 bis 30% 9. Die frühe Mortalität bereits 
in den ersten 2 Wochen ist meist Folge eines Multiorganversagens, wohingegen 
die späte Mortalität Folge septischer Komplikationen ist 10. 
 
1.1.2 Ursachen 
Es gibt eine Reihe möglicher Ursachen, die zu einer akuten Pankreatitis führen 
können. In Westeuropa sind Gallensteine und übermäßiger Alkoholkonsum der 
Grund für über 80% der akuten Pankreatitiden (Abbildung 1)1. Neben diesen 
häufigen Ursachen gibt es auch viele weitere, die zur Entstehung einer 
Bauchspeicheldrüsenentzündung führen können; zum Beispiel: Medikamente wie 
Azathioprin, Statine oder Furosemid 11, Infektionen mit verschiedenen Viren 
(Mumps-Virus) oder Parasiten, iatrogen durch eine endoskopische retrograde 
Cholangio-Pankreatikographie (ERCP), hereditär (Mutationen im Trypsinogen-
Gen), Autoimmunerkrankungen und rheumatologische Grunderkrankungen 
(Sjögren-Syndrom), Hypertriglzeridämie oder posttraumatisch (nach stumpfen 
Bauchtrauma) 12. Bei etwa 10% der akuten Pankreatitiden kann bisher keine 




Abbildung 1: Ursachenverteilung für die Entstehung einer akuten Pankreatitis 
 
1.1.3 Diagnostik und Klinik 
 
Für die Diagnose einer Pankeatitis müssen zwei der drei folgenden Kriterien erfüllt 
sein. Zum einen klinische Beschwerden, des weiteren eine Erhöhung der 
Serumlipase über das dreifache der Norm und drittens typische morphologische 
Veränderungen in der Bildgebung 13. Heftige Oberbauchschmerzen sind das 
Leitsymptom der akuten Pankreatitis bei etwa 90% der Patienten. Diese können 
gürtelförmig in den Rücken ausstrahlen. Die Schmerzintensität korreliert allerdings 
nicht mit dem Schweregrad der Bauchspeicheldrüsenentzündung. Weitere klinische 
Symptome können Erbrechen (80%), Gummibauch (60%), Darmparalyse (70%), 
Fieber (60%), Tachykardie (50%), Vigilanzstörung (10%) oder das Grey-Turner 
oder Cullen-Zeichen sein (1%) 9. Eine frühe Risikostratifizierung ist wichtig, da die 
Alkoholinduziert 
 ca. 30-40% 
Gallenwegserkrankungen 






Prognose der akuten Pankreatitis wesentlich vom Verlauf in den ersten 24 Stunden 
abhängt. Für die Prognoseabschätzung werden verschieden Parameter genutzt. 
Diese fließen in Scoringsysteme ein, um eine Abschätzung des Schweregrades 
durchführen zu können. 
Der Serumharnstoff ist ein wichtiger Parameter, da ein hoher Wert bei Aufnahme 
oder ein Anstieg in den ersten 24 Stunden mit einer erhöhten Mortalität korreliert 14. 
Weitere ungünstige Prognoseparameter sind eine Hypocalcämie 15 und ein 
erhöhter CRP über 150mg/l 16. Gegen einen schweren nekrotisierenden Verlauf 
sprechen ein normaler Hämatokrit und eine Normoglykämie 17. Eine 
Blutzuckerkonzentration von >125mg/dl (Normwert 60-100mg/dl) hat eine hohe 
Sensitivität für das Auftreten einer nekrotisierenden Pankreatitis. 
Zur weiteren Abschätzung der Prognose sollten auch Patientenfaktoren 
einbezogen werden. Hierzu zählen das Alter, Komorbiditäten und Adipositas 18. 
Das Vorhandensein einer systemisch-entzündlichen Reaktion in Form eines 
“systemic inflammatory response syndromes“ (SIRS) bei Aufnahme oder 48 
Stunden nach Krankheitsbeginns kann ebenfalls Hinweis für einen schweren 
Verlauf sein 18. Zwei Scoringsysteme, die für die Prognoseabschätzung in der Klinik 
von Bedeutung sind, sind hier einmal aufgeführt: Atlanta Klassifikation 6 und 




Milde akute Pankreatitis 
- Abwesenheit von Organfunktionsstörung 
- Keine lokalen Komplikationen 
Moderate akute Pankreatitis 
- lokale Komplikationen und/ oder 
- vorübergehende Organfunktionsstörung (< 48Stunden) 
Schwere akute Pankreatitis 
- peristierende Organfunktionsstörungen > 48 Stunden berechnet nach dem 
modifizierten Marshall-Score für Organfunktionsstörungen (Tabelle 1) (bei 
einem Score ≥ 2 liegt eine Organfunktionsstörung vor) 
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Organsystem 0 1 2 3 4 
(PaO2/FiO2) > 400 301 – 400 201 – 300 101 – 200 < 101 
Serumkreatinin 
(mg/dl) 
< 1,4 1,4 - 1,8 1,9 - 3,6 3,6 - 4,9 > 4,9 
Kreislauf – RR 
(mmHg) 













“Bedside Index for Severity in Acute Pancreatitis“: 
 
- B: Blutharnstoff 
- I: “Impaired mental state“ 
- S: SIRS (2 der folgenden Kriterien erfüllt: Puls >90/min; Atemfrequenz 
>20/min oder      pCO2>32mmHg, Temperatur >38°C oder <36°C, 
Leukozyten >12g/l oder < 4g/l) 
- A: Alter >60 Jahre 
- P: Pleuraerguss (klassischerweise linksseitig) 
 
Die Mortalität bei einem BISAP von 0 Punkten liegt bei weniger als 1%, 
wohingegen ein BISAP von 5 Punkten einer Mortalität von 22% entspricht.  
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1.2 Rolle des Immunsystems in der akuten Pankreatitis 
1.2.1 Die sterile Entzündung 
Das erworbende Immunsystem besteht in erster Linie aus B- und T- Zellen, die 
durch hochspezifische Rezeptoren individuelle Moleküle erkennen und durch die 
Bindung der Moleküle wird eine Immunantwort induziert. Das Erkennen von 
körpereigenen Molekülen durch T- oder B-Zellen wird durch verschiedene 
Prozesse in der Ausdifferenzierung der Zellen verhindert (zentrale und periphere 
Toleranz) 20.  
Das angeboren Immunsystem besteht aus einer Vielzahl von Zellen; Makrophagen, 
Neutrophile, dendritische Zellen und Mastzellen 21. Die Zellen erkennen Moleküle 
mit bestimmten Strukturelementen, welche nicht spezifisch nur bei einem Pathogen 
vorkommen und binden diesen über sogenannte “pattern recognition receptors“ 
(PRRs) 22. Toll-like-receptors (TLRs) gehören zu den am besten untersuchten 
PRRs. Sie erkennen Moleküle wie das Lipolysaccharid (LPS), welches von gram-
negativen Bakterien gebildet wird (Bindung an TLR4), doppelsträngige DNA 
(Bindung an TLR9) und einzelsträngige RNA (Bindung an TLR7) 23. Es ist gezeigt 
worden, dass TLRs auch körpereigene Strukturen erkennen können, die sich im 
gesunden Organismus innerhalb der Zelle befinden und erst durch den 
Zelluntergang freigesetzt werden 24. Zu diesen “damage associated molecular 
pattern molecules“ (DAMPs) gehört unter anderem die mitochondriale DNA, die in 
der Lage ist den TLR9 zu aktivieren 25, aber auch freie Histone oder freies ATP 
stellen DAMPs dar. Diese Form der Aktivierung des Immunsystems über PRRs, die 
sonst nur durch bakterielle oder andere infektiöse Stoffe ausgelöst  wird, nennt man 
“sterile Entzündung“ 22. Eine voll ausgebildete sterile Entzündung benötigt zwei 
Signale. Zum einen die Aktivierung des Rezeptor, welche die Expression 
proinflammtorischer (entzündungsfördernder) Zytokine induziert (z.B. pro-
Interleukin-1beta oder pro-Interleukin 18. Das zweite Signal wird ausgelöst durch 
die Bindung der DAMPs an den P2X7-Rezeptor und den zytosolischen Rezeptor 
der “Nod-like-family“ (NLR) 26. Dadurch wird ein zytosolischer Komplex aktiviert, 
das Inflammasom, welche die proteolytische Spaltung der Caspase 1 reguliert. Die 
Caspase 1 ist ein Interleukin-Umwandlungs-Enzym (interleukin-converting enzyme 
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(ICE)), welche pro-IL1 beta und pro-IL18 in die aktive Form umwandelt 27. Diese 




„Quelle: in Anlehnung an Hoque, R., Malik, A. F., Gorelick, F. & Mehal, W. Z. Sterile inflammatory 
response in acute pancreatitis. Pancreas 41, 353–357 (2012). “ 	
Abbildung 2: Aktivierung des Immunsystems bei einer sterilen Entzündung 28  
 
1.2.2 Zelltod in der akuten Pankreatitis 
Der Schweregrad der akuten Pankreatitis korreliert mit dem Ausmaß der 
Zellschädigung und des Zelluntergangs 29,28. Es sind verschiedene Formen des 
Zelluntergangs in der Literatur beschrieben, allerdings sind die in der akuten 
Pankreatitis am besten analysierten Wege des Zelltodes die Apotose (kontrollierter 
Zelltod), die Nekrose (unkontrollierter Zelltod) sowie die Nekroptose (eine Form der 
induzierten Nekrose) 30.  
Die Nekrose/Nekroptose ist eine Selbstzerstörung der Zelle auf innere (z.B. die 
Freisetzung von Cathepsin B aus den Lysosomen in das Zytosol) 31 oder äußere 
Reize (wie z.B. die Induktion der Nekroptose über TNFα) 32. Die Autolyse kann 
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durch zelleigene Verdauungsenzyme 31,33, wie z.B. Cathepsin B oder auch Trypsin 
eingeleitet werden 34. Morphologisch zeigen sich eine Zellschwellung, eine Ruptur 
der Zellmembran und die Freisetzung des Zellinhalts. Bei der Nekrose werden 
Schaden-assoziierte Moleküle aus der Zelle freigesetzt, sogenannte “damage 
associated molecular pattern molecules “ (DAMPSs), welche zu einer 
proinflammatorischen (entzündungsinduzierend) und das Immunsystem 
stimulierenden Reaktion führen. Eine große Anzahl an Publikationen konnte 
zeigen, dass die Nekrose/Necroptose die vorherrschende Form des Zelltodes der 
Azinuszellen im Verlauf der akuten Pankreatitis ist 35,36. Währenddessen läuft die 
Apoptose hinsichtlich ihrer immunstimulatorischen Wirkung still ab, weil die Reste 
der untergehenden Zelle verpackt, mittels Phagozytose oder Autophagie entfernt 37, 
und somit dem Immunsystem nicht präsentiert werden können. Allerdings zeigen 
Studien, dass es bei massiver Apoptose zu einer Freisetzung von nukleären 
DAMPs (nDAMPs) und mitochondrialen DAMPs (mitDAMPs) kommt, die dann auch 
in der Lage sind eine Entzündung und Immunantwort auszulösen 38. 
 
1.2.3 Das angeborene Immunsystem 
Das angeborene Immunsystem, auch unspezifisches Immunsystem genannt, 
zeichnet sich durch seine schnelle Reaktion auf z.B. eindringende 
Mikroorganismen aus 21. Viele dieser Mikroorganismen werden beim gesunden 
Menschen innerhalb weniger Minuten bis Stunden erkannt und zerstört. Diese früh 
induzierte Immunantwort unterscheidet sich von der erworbenen (adaptiven) 
Immunantwort nicht nur durch die Schnelligkeit, sondern auch dadurch, dass sich 
kein immunologisches Gedächtnis entwickelt 39.  
Es gibt viele verschiedene Komponenten des angeborenen Immunsystems. Sie 
beinhalten Erkennungsmoleküle, z.B. natürliche Antikörper, Pentraxine (z.B. C-
reaktive Protein: CRP) und das Komplementsystem 40. Die zellulären Komponenten 
des angeborenen Immunsystems sind phagozytierende Zellen (z.B. Makrophagen), 
Antigen präsentierende Zellen (z.B. dendritische Zellen), und Killer-Zellen (z.B. 
Natürliche Killer-Zellen; NK-Zellen) 41. Ein weiterer Hauptbestandteil sind die 
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Epithelzellen. Sie fungieren als physikalische Barriere, Produzenten von Zytokinen 
und Chemokinen und können gefährliche Signale erkennen und verarbeiten.  
Die Zellen des angeborenen Immunsystems besitzen Mustererkennungsrezeptoren 
(sogenannte “pattern recocgnition receptors“; PRRs), die pathogenassoziierte 
Muster erkennen, die für Mikroorganismen typisch sind 42. Zu diesen 
membrangebundenen und auch zytosolischen Rezeptoren gehören die Toll like 
Rezeptorenen (TLR). TLRs besitzen ein membrangebundenes Glykoprotein und 
haben charakteristische Ligand-Bindungs-Motive und Signal-Domänen 43. Diese 
Signaldomänen kann man auch bei Zytokinen finden, z.B.  Interleukin-1 (IL-1) und 
Interleukin-18 (IL-18). Die Rezeptoren der Interleukin 1 Familie als auch der 
Großteil der Toll-like Rezeptoren agieren über den MyD88/IRAK Signalweg, aus 
diesem Grund teilen sich diese Rezeptoren ähnliche Signalkaskaden, die zu einer 
Entzündung (Inflammation) führen können. Pattern recognition Rezeptoren 
induzieren 3 Hauptwege: Phagozytose, Inflammation und Ausreifung von Antigen 
präsentierenden Zellen, welche zur Aktivierung des erworbenden Immunsystems 
führen 44. 
 
1.2.4 Das erworbene Immunsystem 
Das Besondere bei der erworbenen Immunantwort ist, dass es sich um eine 
spezifische Antwort auf ein ganz bestimmtes Antigen handelt. Die Zellen dieses 
erworbenen Immunsystems sind Lymphozyten, die aus einer gemeinsamen 
Vorläuferzelle hervorgehen und sich in unterschiedlichen Geweben entwickeln. Es 
gibt zwei zelluläre Hauptgruppen 45. Die B-Zellen, welche sich im Knochenmark 
entwickeln, und die T-Zellen, die sich im Thymus entwickeln. Des Weiteren gibt es 
eine humorale Komponente (Immunglobuline, Ig), diese werden nach spezifischer 
Stimulation durch B-Zellen freigesetzt 46. 
Lymphozyten zirkulieren nach ihrer Reifung im Blut und gelangen so zu den 
lymphatischen Organen. Wenn die Lymphozyten in den peripheren lymphatischen 
Organen auf ihr Antigen treffen, dass durch eine Antigen-präsentierende-Zelle 
(APC) dargeboten wird, kommt es zu einer spezifischen Immunreaktion. Jede T-
Zelle reagiert hierbei spezifisch auf nur ein Antigen mit Proliferation und 
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Differenzierung 47.  Bei erneutem Kontakt mit dem Pathogen kommt es zu einer 
schnelleren Immunantwort, da die Zellen des angeborenen Immunsystems sich zu 
Gedächtniszellen differenzieren können. 
Die T-Lymphozyten können in CD8 positive und CD4 positive T-Zellen 
unterschieden werden. Die CD4-positiven T-Zellen, werden auch T-Helfer-Zellen 
(Th-Zellen genannt). Diese kann man nach ihrem Zytokinprofil in unterschiedliche 
Klassen einteilen. Th1-Zellen sind zum Beispiel gekennzeichnet durch die Zytokine 
Interleukin-2 (IL-2) und Interferon gamma (IFN-γ), wohingegen sich Th2-Zellen 
durch die Produktion von Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5) und Interleukin-10 
(IL-10) auszeichnen 48.  
 
1.2.5 NLRP3-Inflammasom 
Die Entzündungsreaktion in der akuten Pankreatitis wird unterhalten durch die 
Schädigung der Azinuszellen und der daraus resultierenden intrapankreatischen 
Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin. Trypsinogen und die Trypsinogen 
aktivierende Protease Cathepsin B sind verantwortlich für den Zelltot der 
Azinuszelle und somit für die Gewebszerstörung 31,33. Neuere Daten zeigen jedoch 
auch einen erheblichen Einfluss der Proteasen auf die Entzündungsreaktion und in 
der experimentell induzierten Pankreatitis 49. Der Zelltod durch Nekrose unterhält 
die Zerstörung des Pankreasgewebes, führt zu einer Aktivierung von NF-kB und 
Expression des PYD Domäne enthaltenden Proteins 3 (NLRP3) –Inflammasom 50. 
Das NLRP3-Inflammasom ist ein zytosolischer Proteinkomplex aus NLRP3, dem 
Apoptose assoziierten Speck-ähnlichen Protein (ASC) und der Pro-Caspase 1.  Die 
Entstehung des Inflammasoms kann durch Adenosintriphosphat (ATP), 
Nikotinamidadenindinukleotid (NAD), gesättigten freien Fettsäuren und durch 
Nekrose freigesetzte DAMPs induziert werden 51. Es ist verantwortlich für die 
proteolytische Prozessierung von pro-IL-1beta und pro-IL-18 zu ihren reifen 
Formen und induziert die Freisetzung von Effektoren; aktivem IL-1beta, IL-18 und 
dem “high-mobility-group protein B1“ (HMGB1) 22. Der Inflammasome Komplex ist 
hauptsächlich in den Zellen des angeborenen Immunsystems, vornehmlich in 
Makrophagen, beschrieben. Nach der zytosolischen Aktivierung von pro-IL-1beta 
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und pro-IL-18 durchlaufen die Zellen den pyroptotischen Zelltot, welcher zur 
Freisetzung der reifen Zytokine IL-1beta und IL-18 führt. Diese Effektoren sind 
Hauptkomponenten in der Pankreasentzündung, beim Untergang des 
Pankreasparenchyms und für den Rückgang der akuten Pankreatitis 52. 
 
1.2.6 Interleukin-18 
Interleukin-18 (IL-18) ist ein proinflammtorisches Zytokin aus der Interleukin-1 (IL-
1)- Superfamilie. Es wird synthetisiert von dendritischen Zellen und Makrophagen. 
Da es in den Zellen eine große Menge von pro-IL-18 gibt, erfolgt die Regulation der 
Sekretion größtenteils durch die Aktivierung des Inflammasoms und weniger durch 
Expression 53. IL-18 induziert die Produktion vieler verschiedener Zytokine, z.B. 
Interferon-gamma (IFN-y), IL-23 (IL-23), IL-4, IL-8, und GM-CSF. Es konnte gezeigt 
werden, dass die Induktion von IFN-g in T-Zellen durch IL-18 nur möglich ist, in der 
Anwesenheit von IL-12 54. Ohne IL-12 führt die Aktivierung von IL-18 eher zu einer 
T-Zell-Antwort vom Typ Th2 55. IL-18 ist in der Lage NF-κB zu aktivieren, die 
Expression des Fas-Liganden zu steigern und sowohl CC als auch CXC 
Chemokine zu induzieren 53. IL-18 konnte vermehrt im Serum von Patienten sowohl 




Interleukin-12 (IL-12) ist ein starkes immunstimulatorisches Zytokin, das eine 
Brücke zwischen dem angeborenen und erworbenen Immunsystem bildet 57. Es 
besteht aus zwei Untereinheiten; IL-12p35 und IL-12p40. Nur die gemeinsame 
Expression beider Untereinheiten in einer Zelle führt zur aktiven Form, dem IL-
12p70. Es induziert eine T-Helfer-Zell Antwort vom Typ 1 und die Expression von 
IFN-g sowohl in naiven als auch in Gedächtniszellen 58.  
Die Untereinheit p40 ist ebenfalls eine Untereinheit für die aktive Form des Zytokins 
IL-23, welches aus den Untereinheiten p40 und p19 besteht. Interleukin-23 
stimuliert die Proliferation von Gedächtniszellen allerdings nicht von naiven Zellen. 
Außerdem spielt IL-23 eine Rolle bei der Differenzierung von Th17-Zellen 59. 
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Studien haben gezeigt, dass IL-12p40 auch allein als Chemoatraktant auf 
Makrophagen wirkt und die Migration von bakteriell stimulierten dendritischen 




Die meisten Fälle der akuten Pankreatitis verlaufen relativ mild. Allerdings kommt 
es in etwa 20% der Fälle zu schweren Verläufen, welche mit erheblichen 
Komplikationen, wie z.B. Organversagen oder infizierten Nekrosen assoziiert sind. 
Diese schweren Verläufe gehen einher mit einer deutlich erhöhten Mortalität der 
Patienten. Die Aktivierung des Immunsystems z.B. durch DAMPs, freigesetzt aus 
nekrotischen Zellen, spielt hierbei eine entscheidende Rolle. Neben den Zellen des 
angeborenen Immunsystems scheinen auch Zellen des erworbenen 
Immunsystems, CD4+-T-Zellen, einen Einfluss auf den Verlauf der akuten 
Pankreatitis zu haben. 
Das NLRP3 Inflammasom spielt durch seine Fähigkeit über sezernierte Interleukine 
Immunzellen zu stimulieren und Lymphozytenproliferation anzutreiben eine große 
Rolle in der Entstehung einer sterilen Entzündung bei vielen Erkrankungen. In 
dieser Arbeit soll geklärt werden welchen Einfluss sowohl die Bildung des 
Inflammasoms als auch die dadurch aktivierten Zytokine auf die Entstehung und 
den Verlauf der experimentellen Pankreatitis im Mausmodell haben. Es ist bekannt, 
dass durch die Schädigung des Pankreas, die Azinuszellen Mediatoren freisetzen, 
die vor allem Zellen des angeboren Immunsystems anlocken, Neutrophile und 
Makrophagen. Allerdings ist die Funktion des erworbenen Immunsystems noch 
unklar.  
Zusammenfassend soll die Arbeit aufzeigen, welchen Einfluss CD4+-T-Zellen auf 
die Schweregrad und den Verlauf der akuten Pankreatitis haben und wie diese T-
Zell Antwort reguliert wird. 
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3 Material und Methoden  
3.1 Laborgeräte 
Cryo-Mikrotom Leica, Wetzlar 
CO2-Inkubator Binder BF 240 Binder GmbH, Tuttlingen 
Durchflusszytometer LSRII Becton Dickinson, NJ, USA 
Fluorometer BMG Labtech 
Heizblock Eppendorf, Hamburg 
Mikrotom Leica, Wetzlar 
Photometer Molecular Devices 
Pipetten Eppendorf, Hamburg 




Sterilwerkbank Heraeus Instruments, Hanau 
Vortexer Heidolph, Schwabach 
Wasserbad  
Zentrifuge 
- Biofuge pico/fresco  
- Megafuge 1.0  
- Megafuge 16R 
Heraeus Instruments, Hanau 
 
3.2 Verbrauchsmaterialien 
BD TruCOUNTTM Tubes  BD, Heidelberg 
Chirurgisches Nahtmaterial Catgut GmbH, Markneukirchen  
Deckgläser ROTH 
End-to-End-Kapillaren (20 µL, K2E)  Sarstedt, Nümbrecht 
FACS-Röhrchen BD, Heidelberg 
Falcontubes (15 mL, 50 mL)  BD, Heidelberg 
NuclonTM Surface 48-Well Plate  Thermo Scientific, MA,USA  
Objektträger Menzel-Gläser 
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Pipettenspitzen  Eppendorf, Hamburg 
Reaktionsgefäße (0,5 mL; 1,5 mL, 2ml)  Eppendorf, Hamburg 
Spritzen  
- 0,5 mL – Tuberculin Syringe 27G 
1⁄2  
- 1mL–Micro-FineTM29G  
 
Becton Dickinson and Company, NJ, 
USA  
BD Medical, Le Pont de Claix Cedex, 
Frankreich 
Zellsieb  
- 70 µm  
BD Falcon, Heidelberg  
 
 
3.3 Reagenzien und Chemikalien 




An der Grub Bio Research, Wien, 
Österreich 
Ammoniumchlorid (NH4Cl) Merck, Darmstadt 
BDTM CompBeads BD, Heidelberg 
Bradford Reagenz Sigma-Aldrich, MO, USA 
Bovines Serumalbumin (BSA) PAA Laboratories, Pasching, Österreich  
Caerulein 
 
Sigma-Aldrich, MO, USA 
DMSO Carl Roth, Karlsruhe 
EDTA Sigma-Aldrich, MO, USA 
Ethanol 99,8 % 
 
Carl Roth, Karlsruhe 
Eosin Sigma-Aldrich, MO, USA 
BD FACSTM Clean Solution BD, Heidelberg 
BD FACSFlowTM Sheath Fluid 
 
BD, Heidelberg 
BD FACSTM Rinse Solution BD, Heidelberg 
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Fetal calf serum (FCS) PAA Laboratories, Pasching, Österreich  
Formaldehyd Uni-Apotheke 
Glycerin Carl Roth, Karlsruhe 
Hämatoxylin Sigma-Aldrich, MO, USA 
HEPES Sigma-Aldrich, MO, USA 
Hexacetryltrimethylammoniumbromid 	 Carl Roth, Karlsruhe	
eBioscience™ Cell Stimulation Cocktail 
(plus protein transport inhibitors)  
ThermoFisher Scientific, MA, USA 
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe 
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3) Merck, Darmstadt 
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Sigma-Aldrich, MO, USA 
Methanol Carl Roth, Karlsruhe 
Natriumazid (NaN3) Sigma-Aldrich, MO, USA 
o-Dianisidin Sigma-Aldrich, MO, USA 
PBS Sigma-Aldrich, MO, USA 
(PMSF) Sigma-Aldrich, MO, USA 
Soyabean Trypsin Inhibitor (SBTI)  
 
Sigma-Aldrich, MO, USA 
Tween 20TM  
 
Sigma-Aldrich, MO, USA 
Wasserstoffperoxid Sigma-Aldrich, MO, USA 
Xylol Carl Roth, Karlsruhe 
VectaMount VectorLaboratories Inc.  
 
3.4 Kits 
Amyl-Kit Roch Hitachi 
BDTM Cytometric Bead Array-Mouse 
Inflammation Cytokine Kit  
BD, Heidelberg 
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Fix and Perm® Cell Permeabilization Kit ThermoFisher Scientific, MA, USA 
Foxp3 Staining Buffer Set  Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 
Gladbach 
Lip-Kit Roch Hitachi 
3.5 Puffer, Medien und Lösungen 
Injektionslösung Ketamin/Xylazin 
0,5 mL Rompun®  (2 % Injektionslösung, Xylazin (als Xylazinhydrochlorid)) 
4,0 mL Ketanest®  (25 mg/mL Injektionslösung, Esketaminhydrochloridlösung) 
5,5 mL isotone Natriumchlorid- Lösung 0,9 % 
Dosierung: 10 µL pro g KG (entspricht 100 mg/10 mg pro kg KG) Lagerung bei 4 °C 
 
Erythrozytenlysepuffer 
0,01 M KHCO3 
0,155 M NH4Cl 
0,1 mM EDTA 
Lagerung bei Raumtemperatur 
 
FACS-Puffer 
2 mM EDTA  
2 % FCS 
0,02 % NaN3 
BD FACSFlowTM Sheath Fluid  




pH 7,4 mit KOH eingestellt 





pH6,0 mit KOH eingestellt 
Lagerung bei Raumtemperatur 
 
MPO-Extraktionspuffer 
100ml Meßpuffer + 186mg EDTA 
7,5ml Extraktionspuffer 
+0,5 ml SBTI 
+1ml PMSF 
+1ml Hexacetryltrimethylammoniumbromid (5%) 
immer frisch angesetzt 
 
3.6 Software und Datenbanken 
FACS Diva Software v6.2 BD Biosciences, CA, USA 
FCAP ArrayTM v1.01 und 3 Soft Flow, Pécs, Ungarn  
FlowJo 7.6.1  Tree Star Inc., OR, USA 
GraphPad Prism 5.0.1 GraphPad Software Inc., CA, USA 
Office (Word, Exel) Microsoft 
Optima (Auswertung der fluoro-
metrischen Daten) 
BMG Labtech  
 
Sigma Plot Systat Software 
Soft MaxPro (Auswertung der 
photometrischen Daten) 
Molecular Devices  
 
NCBI Pubmed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 
 
3.7 Mausstämme 
Für die Untersuchung der immunmodulatorischen Mechanismen in der akuten 
Pankreatitis wurden verschiedene Mausstämme genutzt. Zum einen C57BL/6 
Mäuse, die von Charles River (Sulzfeld, Germany) bezogen wurden. Die C57BL/6-
Mäuse dienten in dieser Arbeit als Kontrolltiere mit kompetenten Immunsystem. 
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Des Weiteren wurden NLRP3 knockout (B6.129S6-Nlrp3tm1Bhk/J), IL-18 (B6.129P2-
Il18tm1Aki/J) knockout und IL-12p40 (B6.129S1-Il12btm1Jm/J) knockout Mäuse 
genutzt, die über JaxMice (Bar Harbor, ME, USA) bezogen wurden. Diese Tiere 
wurden in dieser Arbeit genutzt, um verschiedene Wege, die zur Entstehung oder 
zum Aufrechterhalten einer Immunreaktion führen könnten, auszuschalten. Die 
Haltung erfolgte in konventionellen Tierräumen der Universität Greifswald unter 
Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetztes. Die Tiere wurden unter konstanten 
Bedingungen mit einem zwölfstündigen Tag-Nacht-Rhythmus und Zugang zu 
Wasser ad libitum gehalten. 
 
3.8 Induktion der akuten Pankreatitis 
Die akute Pankreatitis wurde mittels einer partielen Gangligatur induziert. Die 
Ligatur des Pankreasganges oberhalb der Mündung des Gallenganges in den 
Pankreasgang führt zu einer akuten nekrotisierenden Pankreatitis in dem ligierten 
Teil des Pankreas, der nicht von der Ligatur betroffene Teil des Organs bleibt dabei 
intakt. Unter Vollnarkose wurde bei den Tieren eine Pankreasgangligatur 
durchgeführt. Die Vollnarkose für die Operation wird durch die Kombination von 
Ketamin Hydrochlorid (100 mg/kg i.p.) und Xylazin Hydrochlorid (2.5-5 mg/kg i.p.) 
herbeigeführt. Das Abdomen wird mit einer 1 cm breiten Laparotomie eröffnet, 
anschließend wird der Kopf des Pankreas identifiziert und mit Hilfe eines 
Wattestäbchens freigelegt. Der Pankreasgang wird oberhalb der Einmündung des 
Gallenganges mittels eines chirurgischen Fadens (4/0 DS19, nicht resorbierbarer 
PVDF Faden) ligiert. Das Abdomen wird mit einer zweischichtigen Naht (Polyester) 
verschlossen. Zwei Tage nach dem operativen Eingriff werden die Tiere einmalig 




„Quelle: Sendler M, van den Brandt C, Glaubitz J, Wilden A, Golchert J, Weiss FU, Homuth G, De 
Freitas Chama LL, Mishra N, Mahajan UM, Bossaller L, Völker U, Bröker BM, Mayerle J, Lerch MM. 
NLRP3 Inflammasome Regulates Development of Systemic Inflammatory Respoes in Mice With 
Acute Pancreatitis. Gastroenterology. 2019 Oct 5. pii: S0016-5085(19)41413-3“ 
 
Abbildung 3: Behandlungsschema zur Induktion der akuten Pankreatitis in den 
Versuchstieren 61 
 
3.9 Gewinnung von Milzzellen 
Die Milzen der C57BL/6 Mäuse wurden isoliert und jeweils in 5ml eiskaltem PBS 
aufgenommen. Die Organe wurden anschließen durch ein 70µm Nylonsieb 
gerieben, mittels einer Pipette resuspendiert und erneut durch ein Nylonsieb 
gefiltert. Danach wurde die Zellsuspension bei 1500rpm abzentrifugiert. Da 
Erythrozyten ein großer Bestandteil der Milz sind und sowohl bei der Bestimmung 
der absoluten Zellzahl als auch bei der Ausführung durchflusszytometrischer 
Analysen stören, erfolgte eine Erythrozytenlyse mit 0,16M Ammoniumchlorid. Für 
die Lyse wurde das nach Zentrifugation entstandene Pellet in 1ml 
Ammoniumchlorid resuspendiert und für 3 Min. inkubiert. Nach dieser Inkubation 
wurden 5ml PBS dazugegeben, und die Zellen bei 1200rpm erneut zentrifugiert. 
Das entstandene Zellpellet wurde in 5ml PBS aufgenommen und die Zellzahl 
mittels BD TrueCountTM Verfahren bestimmt. Hierbei wurden die gleichnamigen 
Analyseröhrchen genutzt, die eine definierte Anzahl von beads enthalten, 
fluoreszierende Partikel, die im Durchflusszytometer detektiert werden können. Es 
wurden 20µl der Zellsuspension auf 200µl der Beads gegeben und dann im FACS 






Events in Ziel-Region         Gesamtzahl der Beads im Tube 
___________________  x  __________________________   = absolute Zellzahl                                           
                                                                                                              pro µl  
Events in Bead-Region                Probenvolumen (µl)                        
 
3.10 Färbung von Oberflächenmarkern und durchflusszytometrische 
Bestimmung der T-Zellen 
Die  quantitative Bestimmung von Oberflächenmolekülen und intrazellulären 
Proteinen, Peptiden und DNA kann mittels Durchflusszytometrie (FACS) erfolgen. 
Die Methode beruht auf dem Prinzip der Antigen-Antikörper-Reaktion, die mit Hilfe 
von Fluoreszenzfarbstoff-markierten spezifischen Antikörpern durchgeführt wird. 
Für unseren Versuch wurde das BDTM LSRII Durchflusszytometer genutzt. In der 
Tabelle 1 werden die genutzten Laser und Fluorochrome  aufgeführt.  
 
Tabelle 2: Fluorochrome und Antigene 
Fluorochrom Laser Filter Antigen 
Brilliant Violett 421 405nm 450/50 Ly-6G, T-bet, IL-17a 
Brilliant Violett 510  525/50 CD19, IFNg, CD69 
Brilliant Violett 605  610/50 T-bet 
Brilliant Violett 650  670/50 IFNg 
FITC 488nm 525/50 CD3e, CD25, CD4 
Per-CP  710/50 CD3 
PerCP-Cy5.5  710/50 CD3e 
PE 561nm 582/15 CD4, CD69, GATA3, IL-10 
PE/Dazzle  610/20 IL-4 
PE-Cy5.5  710/50 CD4 
PE-Cy7  780/60 F4/80, TNFa, CD25 
APC 640 670/14 IL-2, FoxP3, CD62L 
A647  670/14 CD19 
APC-A780  780/60 Zombie-NIR 
APC-Cy7  780/60 CD11b 
	 27	
3.11 Intrazelluläre Zytokinfärbung 
Für diese Methode wurden die isolierten Einzellsuspensionen aus der Milz mit 
PMA/Ionomycin für 4 h bei 37°C restimuliert. Damit die Zytokine, die durch die 
Restimulation gebildet werden nicht aus der Zelle ausgeschleust werden, wurde 
Brefeldin A verwendet, dass den intrazellulären Transport blockiert und so eine 
Akkumulation der meisten Zytokine im rauen endoplasmatischen Retikulum oder 
Golgi-Komplex stattfindet. Nach 4 Stunden wurden die Zellen geerntet und in für 
die FACS-Analyse entsprechende Röhrchen überführt. Um nicht-spezifische 
Färbungen zu vermeiden, wurde zusätzlich eine Blockierung von Immunglobulin-
Rezeptoren (Fc-Rezeptoren) durchgeführt. Danach erfolgte die Färbung der 
Oberflächenmarker CD3 und CD4. Die Zellen wurden gewaschen, zentrifugiert und 
anschließend fixiert und permeabilisiert. Nach Permeabilisierung erfolgte die 
Färbung für die unterschiedlichen Zytokine und Transkriptionsfaktoren. Für die Th1-
Antwort wurden TNFα ,IFNγ und der Transkriptionsfaktor T-bet; und für die Th2-
Antwort IL-4, IL-10 und der Transkriptionsfaktor GATA-3 untersucht. Die Zellen 
wurden erneut gewaschen und anschließend im FACS ausgewertet.  
 
3.12 Bestimmung der Zytokine im Serum 
Zur Bestimmung verschiedener Zytokinkonzentrationen im Serum wurden das 
BDTM Cytometric Bead Array – Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (IL-6, IL-10, IL-
2, IFN-γ, IL-4, TNF, IL17-A, #560485, BD, Heidelberg) oder das BDTM Cytometric 
Bead Array – Mouse Inflammation Cytokine Kit (IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-γ, IL-
12p70, TNF, #552364, BD, Heidelberg) entsprechend den Herstellerangaben 
verwendet.  
Der Cytometric Bead Array ist eine Methode zum quantitativen Nachweis löslicher 
Zytokine mittels Durchflusszytometrie. Es handelt sich dabei um einen partikel- 
basierten Test, der in einer Probe mehrere Proteine gleichzeitig misst 
(Multiplexing). Mehrere distinkte Partikelpopulationen werden vom Hersteller mit 
einem Fluorochrom so markiert, dass die Populationen anhand der 
„Fluoreszenzhelligkeit“ unterschieden werden können. Jede einzelne 
Partikelpopulation ist zusätzlich mit Antikörpern, deren Bindungsstelle gegen das 
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nachzuweisende Protein gerichtet ist, beschichtet. Nach Bindung der zu 
messenden Proteine erfolgt die Markierung mit Fluorochrom markierten 
Detektionsantikörpern, die an das bereits partikelgebundene Protein binden.  
So erfolgt eine zweidimensionale Auftrennung des Partikelgemischs. Auf Achse 1 
finden sich die distinkten Partikelpopulationen. Damit wird die Unterscheidung 
zwischen den nachzuweisenden Proteinen möglich. Auf der Achse 2 erfolgt die 
Auftrennung nach Menge des gebundenen Sekundärantikörpers und damit nach 
Menge des Proteins im Analysat. Eine kalibrierende Verdünnungsreihe mit 
Proteinstandards ermöglicht die Quantifizierung des Ergebnisses.  
Zunächst wurde der lyophilisierte Mouse Inflammation Standard vorsichtig mit der 
Pipette in 2 mL Assay Diluent für 15 Minuten bei Raumtemperatur rekonstituiert. 
Anschließend wurde eine achtstufige 1:2 Verdünnungsreihe in Assay Diluent 
vorgenommen. Die Serumproben (Lagerung bei -80 °C) wurden auf Eis aufgetaut. 
20 µL Probe bzw. Standard wurden anschließend mit 20 µL Bead-Mix (sechs bzw. 
sieben verschiedene Beadpopulationen) und 20 µL PE-Reagenz für drei Stunden 
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach dem Waschen mit 200 µL 
Waschpuffer (250 g, vier Minuten) wurde der Überstand mit einer 
Wasserstrahlpumpe abgenommen und die Proben in 200 µL Waschpuffer 
resuspendiert. Die Messung erfolgte am LSRII. Die Auswertung wurde mit der 
FCAP ArrayTM Software (v1.01 und 3) vorgenommen. 
 
3.13 Messung Amylase und Lipase im Serum 
Die Bestimmung der Serum Amylase sowie der Serum Lipase erfolgte durch ein Kit  
der Firma Roche-Hitachi. Die Messung erfolgte laut Angaben des Herstellers. Das 
Serum wurde 1:20 mit PBS verdünnt und je 10µl Serum dieser Verdünnung mit 
90µl des jeweiligen Substrates versetzt. Die Aktivitätsmessung erfolge als 3-fach 
Bestimmung gegen einen Standard mit Hilfe des Photometers bei 37°C. Die 
Aktivitäten wurden als Kinetik über 30 min gemessen (für Amylase bei einer 
Wellenlänge von 405nm und für die Lipase bei einer Wellenlänge von 570nm). Die 
Auswertung erfolgte in dem Messbereich in dem die Proben einen linearen Anstieg 
zeigten.  
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3.14 Messung der MPO in der Lunge 
Für die Bestimmung der Myeloperoxidaseaktivitäte wurde das bei -80°C 
eingelagerte Lungengewebe mit 500µl Homogenisationspuffer versetzt und 
anschließend mit Hilfe eines Douncers homogenisiert. Die Proben wurden bei 4°C 
für 10 min bei 10000rpm zentrifugiert und der Überstand wurde verworfen. Das 
Zellpellet wurde in 500µl Extraktionspuffer aufgenommen und resuspendiert. Im 
weiteren Verlauf wurden die Proben in flüssigem Stickstoff eingefroren und 
anschliessend wieder aufgetaut. Dieser Vorgang wurde 4 Mal wiederholt. Die 
Resuspension der wieder aufgetauten Proben erfolgte mit Pipettenspitzen mit 
absteigendem Durchmesser. Zum Abschluss wurden die Proben 2x mit der 
Ultraschallsonde behandelt und wiederum bei 4°C und 10.000rpm für 10 min 
abzentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen und bis zur 
Bestimmung der Myeloperoxidaseaktivität bei -80°C aufbewahrt.  
Die Messung der Myeloperoxidase erfolgte photometrisch. Es wurde eine Kinetik 
bei einer Wellenlänge von 460nm und 30°C über 10 min erstellt. Als Substrat diente 
ein Messpuffer  der mit o-Dianisidin (0,53 mM) und Wasserstoffperoxid (0,15 mM) 
versetzt wurde. Das Lungenhomogenat wurde für die Messung 1:5 verdünt und 
davon wurden10µl jeweils mit 90µl des Substrates versetzt. Die Analyse der MPO 
erfolgte als Dreifachbestimmungen. Als Standard diente aufgereinigte 
Myeloperoxidase. Für die Auswertung der Messung wurde der lineare Anstieg der 
Enzymaktivität gewählt.  
 
3.15 Histologie der Lunge und des Pankreas 
Es wurden von Pankreas als auch von Lunge, Leber und Milz 1-2µm dicke Paraffin  
Schnitte angefertigt und dann mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt.  
 
1.Entparaffinieren 
2 x 10 Minuten Xylol 
2 x 5 Minuten 100% Ethanol  
2 x 5 Min. 96% Ethanol  
2 x 5 Min. 70% Ethanol in A. dest. spülen  
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2.Färben 
5 Minuten Hämalaun 
2 Minuten unter fließendem Leitungswasser wässern in A. dest. spülen 
2 Minuten Eosin  
 
3. Entwässern 
30 Sek. in 70% Ethanol 
30 Sek. in 96% Ethanol 
30 Sek. in 100% Ethanol 
10 Min. Xylol 
 
Danach wurden die Präparate mit VectaMount eingedeckt und anschließend im 
Durchlichtmikroskop ausgewertet und fotografiert.  
 
3.16 Software 
Für die Analyse der durchflusszytometrischen Daten wurde FlowJo (FlowJo LLC 
Ashland, Oregon, USA) genutzt. Die statistische Auswertung und Generierung der 
Graphen erfolgte mit GraphPad Prism 5 (GraphPad Software In. La Jolla, CA, USA) 
und SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc, Erkrath, Deutschland). 
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4 Ergebnisse 
4.1 Aktivierung der zellulären Immunantwort im Verlauf der Pankreatitis 
Die akute Pankreatitis wurde durch Ligatur des Ganges und zusätzliche Applikation 
von Caerulein (siehe Abbildung 3) induziert. Während einer Pankreatitis kommt es 
durch den Untergang von Azinuszellen zu einer Freisetzung von Amylase, dadurch 
steigt auch im Serum die Amylasekonzentration an. Aus diesem Grund dient der 
Serum-Amylase Spiegel auch als Schadensmarker für den Schweregrad der 
Pankreatitis. In den analysierten Serumproben der behandelten Wildtyptiere zeigte 
sich sowohl an Tag 2, als auch an Tag 3 ein Anstieg der Amylase im Serum, 
welcher an Tag 5 wieder annähernd das Grundniveau erreicht hat.  
Da es während der Pankreatitis auch zu einer systemischen Reaktion kommt, 
wurde die Konzentration der Myeloperoxidase in der Lunge gemessen. Die 
Myeloperoxidase ist ein Enzym das in neutrophilen Granulozyten exprimiert wird 
und somit einen Hinweis über die Einwanderung von Zellen des angeborenen 
Immunsystems in das jeweilige Organ gibt. Bei der Messung der Myoloperoxidase 
Aktivität im Lungenhomogenat zeigte sich ein Anstieg an allen untersuchten Tagen 




Abbildung 4: Bestimmung der Serum-Amylase und der MPO in der Lunge zu 
verschieden Zeitpunkten in der akuten Pankreatitis in C57BL/6-Mäusen. 
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Zur Bestimmung des lokalen Schadens im Verlauf der  akuten Pankreatitis wurde 
das entnommene Pankreas- und Lungengewebe im Verlauf der Pankreatitis 
beurteilt. Es wurde dabei die Ausbildung von Nekrosen, Leukozyteninfiltraten und 
Vakuolenbildung bewertet. Es zeigte sich sowohl im Pankreas- als auch im 
Lungengewebe ein deutlicher Zelluntergang und eine Infiltration von Leukozyten ins 




Abbildung 5: Histologie des Pankreas und der Lunge im Verlauf der akuten 
Pankreatitis in C57BL/6-Mäusen. 
 
Im Zuge der lokalen Immunantwort und der Infiltration von Immunzellen in das 
geschädigte Organ sollte überprüft werden ob es zu einer Aktivierung von T-Zellen 
kommt. Aus diesen Grund wurden T-Zellen aus der Milz bis zu 5 Tagen nach 
Induktion der Pankreatitis auf ihren Aktivierungsstatus hin untersucht. Es zeigte 
sich sowohl eine Erhöhung der frühen Aktivierungsmarker, CD69, als auch der 
späten Aktivierungsmarker, CD25, über die Zeit. Der höchste Aktivierungsgrad 
konnte an Tag 3 nach Induktion der Pankreatitis verzeichnet werden. Aus diesem 
Grund wurde für die weiteren Untersuchungen in den verschieden Mausmodellen 





Abbildung 6: T-Zell-Aktivierung nach Induktion der akuten Pankreatitis in 
C57BL/6-Mäusen 
 
Um eine funktionelle Aussage über die T-Helfer-Zellen treffen zu können, wurde 
eine intrazellulärer Zytokinfärbung durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass 
an Tag 3 eine Th2-Antwort dominiert. Zum einen sah man einen signifikanten 
Anstieg des Transkriptionsfaktors GATA-3 als auch einen signifikanten Anstieg der 
anti-inflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-10, wohingegen Th1-spezifische 





Abbildung 7: Intrazelluläre Messung von Zytokinen und Transkriptionsfaktoren der 
T-Zellen im Verlauf der akuten Pankreatitis in der Maus 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Induktion der Pankreatitis in 
Wildtyptieren zu einer Aktivierung von T-Zellen in der Milz, einer systemischen 
Inflammation mit Infiltration von Leukozyten in die Lunge und zu einer erhöhten Th-
2-Antwort führt.  
 
4.2 Der Einfluss von IL-12p40 auf die Immunantwort im Verlauf der 
Pankreatitis 
Nach Induktion der Pankreatitis in IL-12p40-/- Mäusen erfolgte die Messung der 
Schadensmarker, Amylase und Lipase, im Serum. Hier zeigte sich kein 





Abbildung 8: Bestimmung der Serum-Amylase  und Serum-Lipase  in der akuten 
Pankreatitis in IL-12p40 -/- Mäusen 	
Auch in der histologischen Untersuchung des Pankreas konnte kein signifikanter 
Unterschied in Hinblick auf die Leukozyteninfiltration, die Vakuolisierung und der 




Abbildung 9: Histologische Untersuchung des Pankreas 3 Tage nach Induktion 
der Pankreatitis in Wildtyp- und IL-12p40-/- Mäusen. 
 
Im weiteren Verlauf wurde das Schadensbild in der Lunge  sowohl bei den 
Wildtyptieren als auch bei den IL-12p40-/- Mäusen analysiert. Es zeigten sich im 
histologischen Bild und auch bei der Messung der MPO keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 10)		
 
 
Abbildung 10: Histologie der Lunge und Messung der MPO in der Lunge 3 Tage 
nach Induktion der Pankreatitis 
 
Um den Einfluß von IL-12p40 auf die adaptive Immunantwort zu untersuchen, 
erfolgte die Analyse der T-Zellen in Hinblick auf ihre Aktivierungsmarker. 3 Tage 
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nach Induktion der Pankreatitis konnte eine Aktivierung der T-Zellen gemessen 
werden. Diese zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen den 
Wildtytieren und den IL-12p40-/- Mäusen (Abbildung 11). 
 
 
Abbildung 11: Durchflusszytometrische Bestimmung der Aktivierungsmarker 3 
Tage nach Induktion der Pankreatitis in Wildtyp- und IL-12p40-/- Mäusen 
 
Schlussfolgernd lässt sich sagen, dass das Fehlen von IL-12p40 keinen Einfluss 
auf die Aktivierung der T-Zellen sowie den Schaden im Verlauf der akuten 
Pankreatitis hat. 
 
4.3 Der Einfluss von NLRP3 auf den Verlauf und die Immunantwort in der 
akuten Pankreatitis 
Um den Einfluss der Bildung des NLRP3-Inflammasoms auf den Verlauf der akuten 
Pankreatitis zu untersuchen, erfolgte die Induktion der Pankreatitis in NLRP3-
knockout Mäusen. Hier zeigte sich 3 Tage nach Induktion der Pankreatitis ein 
signifikant geringerer Schaden im Vergleich zu Kontrollgruppe gemessen an der 
Amylase im Serum. Des Weiteren zeigte sich in der histologischen 
Übersichtsfärbung der Pankreata deutlich weniger Vakuolisierungen und 
Nekroseareale in knockout Mäusen im Vergleich zu den dazugehörigen 






Abbildung 12: Messung der Amylase im Serum und histolgische Untersuchung 
der Pankreata mittel H&E Färbung 3 Tage nach Induktion der Pankreatitis in 
NLRP3 knockout- und Wildtypmäusen 
 
Die Untersuchung des systemischen Schadens zeigte in der Lunge eine geringere 
Infiltration von Leukozyten in das Lungengewebe und auch eine signifikant 
geringere MPO-Aktivität im Lungenhomogenat in den NLRP3-defizienten Mäusen 




Abbildung 13: histologische Untersuchung des Lungengewebes mittels H&E-
Färbung und Messung der MPO in Lungenhomogenat 3 Tage nach Induktion 
der Pankreatitis in NLRP-3- knockout- und Wildtypmäusen 
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Im nächsten Schritt wurde die adaptive Immunantwort untersucht. Hierfür erfolgte 
die durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenmarker der T-Zellen in der 
Milz. Es zeigte sich keine signifikante Erhöhung der Aktivierungsmarker CD69 und 
CD25 in den Knockout-Mäusen im Vergleich von Tag 0 und Tag 3 nach Induktion 
der Pankreatitis. Wohingegen es zu einer deutlichen Aktivierung der T-Zellen in den 




Abbildung 14: Durchflusszytometrische Bestimmung der oberflächlichen 
Aktivierungsmarker CD69, CD25 und CD62L auf T-Zellen der Milz 3 Tage 
nach Induktion der Pankreatitis in NLRP-3- knockout- und Wildtyp-Mäusen 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es durch die Verhinderung der Bildung 
des NLRP3-Inflammasoms zu einem geringeren systemischen Schaden im Verlauf 
der Pankreatitis und zu einer fehlenden T-Zell-Aktivierung kommt. 
 
4.4 Der Einfluss von IL-18 auf den Verlauf und die Immunantwort in der 
akuten Pankreatitis 
In den folgenden Experimenten soll der Einfluß des Inflammasoms auf die 
Induktion der T-Zell Antwort untersucht werden. IL-18 ist ein Hauptprodukt des 
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Inflammsoms, welches in Abwesenheit von IL-12 die Th2-Antwort fördert, wie wir 
sie in Wildtyp Tieren zeigen konnten. Dies legt die Vermutung nahe, dass IL-18 
einen Einfluss auf die T-Zell Aktivierung/Differenzierung hat. Aus diesem Grund 
wurden in IL-18 knockout Mäuse verwendet.  Nach Induktion der Pankreatitis zeigte 
sich ein signifikant geringerer Schaden, gemessen an den Schadensparametern 





Abbildung 15: Bestimmung der Serum-Amylase und Serum-Lipase in der akuten 
Pankreatitis in IL18-/- -Mäusen 
 
Der geringere Schaden nach Induktion der Pankreatitis in den IL-18-/- Mäusen im 
Vergleich zur Kontrollgruppe, konnte auch in der histologischen Analyse der 








Abbildung 16: Histologische Untersuchung des Pankreas mittels H&E-Färbung 
der IL-18-/- - Mäuse und der Wildtyptiere 3 Tage nach Induktion der 
Pankreatitis 
 
Auch bei der Untersuchung der systemischen Immunantwort durch die Messung 
der MPO in der Lunge und die Histologie der Lunge, zeigte sich eine deutlich 
geringere Aktivierung des Immunsystems gemessen an der Infiltration von 




Abbildung 17: MPO Aktivität im Lungenhomogenat und Histologie des 
Lungengewebes von IL-18-/- -Mäusen und Wildtypmäusen 
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Im nächsten Schritt erfolgte die Analyse der T-Zell Antwort in der Milz mittels 
Durchflusszytometrie. Die Aktivierung der T-Zellen war signifikant niedriger in den 
IL-18 knockout Tieren verglichen mit den Kontrolltieren. Dies konnte durch die 
Messung der Aktivierungsmarker CD69 und CD25 nachgewiesen werden 
(Abbildung 18). Der Oberflächenligand CD62L diente als zusätzliches Kriterium für 
den Aktivierungszustand der T-Zellen, da dieser bei Aktivierung nicht mehr auf der 
Oberfläche der T-Zellen nachweisbar ist.   
 
 
Abbildung 18: Durchflusszytometrische Bestimmung der Aktivierungsmarker auf 
T-Zellen 3 Tage nach Induktion der Pankreatitis 	
Um den Einfluss von IL-18 auf die Induktion der Th-2 Antwort in unserem Modell zu 
untersuchen, wurde die Expression von Gata3 in CD4+-Zellen gemessen. Für die 
Messung der Th-1 Antwort diente die Expressionskontrolle von T-bet in den CD4+-
Zellen. Es zeigte sich, dass es im Verlauf der akuten Pankreatitis zu keiner 
Induktion der Th-2 Antwort in den IL-18 knockout Tieren kam, ganz im Gegensatz 
zu den Kontrolltieren, die einen signifikanten Anstiegt an GATA3+ CD4+-Zellen 





Abbildung 19: Messung der Th1- und Th-2-Antwort durch intrazelluläre Färbung 
der spezifischen Marker Gata3 (Th2) und Tbet (Th1) 3 Tage nach Induktion 
der Pankreatiis in IL-18-/- Mäusen und Wildtypmäusen 
 
Schlussfolgernd lässt sich sagen, dass die durch das NLRP-3 Inflammasom 
induzierte Ausschüttung von IL-18 einen Einfluss auf die Ausbildung einer Th-2-
Antwort und den Verlauf der akuten Pankreatitis hat.  
 
4.5 Inhibition des Inflammasoms durch MCC950 und der Einfluss auf den 
Verlauf der akuten Pankreatitis 
Im weiteren Verlauf sollte getestet werden, ob die Inhibition des NLRP-3 
Inflammasoms einen therapeutischen Effekt auf den Verlauf der Pankreatitis haben 
könnte. Aus diesem Grund wurde MCC950 genutzt. MCC950 ist ein kleines 
Molekül, welches in der Lage ist, die Bildung des NLRP-3 Inflammasoms zu 
verhindern 62. Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der Mäuse mit 
MCC950 zu einer signifikanten Reduktion des Schadens führte, gemessen an den 
Serum-Spiegel der Amylase und der histologische Analyse der Pankreata 






Abbildung 20: Messung der Amylase im Serum nach Induktion der Pankreatitis 
und Behandlung mit MCC950 und histologische Untersuchung der Pankreata 
mittels H&E-Färbung 
 
Der systemische Schaden wurde mittels Messung der MPO im Lungenhomogenat 
und Übersichtsfärbung des Lungengewebes mit Bestimmung der Infiltration von 
Leukozyten ins Gewebe ermittelt. Auch hier zeigte sich, wie bereits in den NLRP-3- 
und IL-18 knockout Mäusen eine signifikante Reduktion der systemischen 







Abbildung 21 : MPO Bestimmung in der Lunge und Histologie der Lunge nach 
Inhibition der NLRP3 Inflammasom-Komplexes-Formation durch MCC950 
 
Die Untersuchung der adaptiven Immunantwort in der Milz zeigte eine signifikante 
Unterschied der Aktivierungsmarker CD69 und CD62L  auf den T-Zellen bei den 
mit Inhibitor behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe, die nur PBS 




Abbildung 22: Durchflusszytometrische Bestimmung von CD62L und CD69 auf 
den T-Zellen der Milz von Mäusen nach Induktion der Pankreatitis und 
Behandlung mit den Inhibitor oder PBS 
 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der Bildung des 
NLRP-3 Inflammaom-Komplexes durch eine therapeutische Applikation von 
	 45	


















Bei der akuten Pankreatitis handelt es sich um Erkrankung, die tödlich verlaufen 
kann. Sie ist assoziiert mit einer deutlichen Immunantwort, welche zum 
Organversagen führen kann 63. Die Pankreatitis beginnt in den Azinuszellen, wo es 
durch die Aktivierung von Proteasen zum Zelltod kommt 49 bis hin zum 
Selbstverdau des Pankreasgewebes 64. Dieser Prozess läuft parallel zur 
Immunantwort ab, welche die Schwere der Erkrankung beeinflusst. Der Verlauf der 
Pankreatitis ist abhängig zum einen von einer starken überschießenden pro-
inflammatorischen Immunantwort (SIRS) und zum anderen durch die zu starke 
Gegenregulation durch die anti-inflammatorische Immunantwort (CARS). Die 
Studien in der Vergangenheit haben beschrieben, dass gerade die Aktivierung der 
adaptiven Immunantwort einen wesentlichen Einfluss auf die Entstehung von SIRS 
und CARS haben 65,66. Durch die hier vorliegende Arbeit sollte gezeigt werden, 
dass gerade das Zusammenspiel der angeborenen und der erworbenen 
Immunantwort einen Einfluss auf die Balance zwischen SIRS und CARS haben. 
 
5.1 Aktivierung des adaptiven Immunsystem 
Die akute Pankreatitis ist eine sterile Entzündung gefolgt von Infektionen des 
nekrotischen Gewebes zu einem späteren Zeitpunkt. Die frühe Immunreaktion ist 
also völlig unabhängig von bakteriellen Antigenen und beruht auf der Freisetzung 
von DAMPs während des Zelluntergangs 67. Hierdurch kommt es zu einer pro-
inflammatorischen Immunantwort bei der Makrophagenen eine wesentliche Rolle 
spielen 49. Diese setzen pro-inflammatorische Zytokine wie IL-6, TNFalpha oder IL-
1beta frei und führen so zu einer Aktivierung des erworbenen Immunsystems. Aus 
diesem Grund wurde bei den Untersuchungen eine T-Zell-Antwort vom Typ 1 
erwartet, aber die Ergebnisse zeigten eine Th2-Antwort mit Gata3 positiven CD4+-
T-Zellen und eine Erhöhung der regulatorischen T-Zellen (FoxP3 positive/ CD25 
positive-CD4+-T-Zellen (Daten nicht gezeigt) 61).  Ein Grund hierfür könnte die 
Abwesenheit von IL-12 sein. Wie schon in anderen Studien gezeigt wurde, führt die 
Freisetzung von IL-18 ohne die Anwesenheit von IL-12 und IL-23 zu einer 
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Immunantwort vom Th2-Typ 54. Des Weiteren führte die Induktion der Pankreatitis 
zu einer frühen Aktivierung von T-Zellen, gemessen an den Aktivierungsmarkern 
CD69 und CD25. Die Aktivierung von CD4 positiven Zellen kann T-Zell-Rezeptor 
(TCR) abhängig, durch die Präsentation eines spezifischen Antigens erfolgen, aber 
auch TCR unabhängig durch Zytokine wie IL-12, IL-18 und Typ I Interferone von 
Zellen des angeborenen Immunsystems 68,69. Um den Mechanismus, der in 
unserem Modell eine Rolle spielt genauer zu untersuchen, erfolgte im weiteren 
Verlauf der Arbeit die Nutzung von knockout-Modellen. 
5.2 Mechanismus der Aktivierung von CD4+-T-Zellen 
Sowohl IL-12 als auch IL-23, die von Makrophagen freigesetzt werden, scheinen in 
diesem Modell der Pankreatitis keine Rolle zu spielen. Dies haben die 
Untersuchungen in IL-12p40 knockout Mäusen gezeigt. IL-12p40 ist eine 
essentielle Untereinheit von IL-12p70 und IL-23. Es konnte in den IL-12p40 
defizienten Tieren kein Unterschied zu der Immunantwort in Wildtyptieren 
nachgewiesen werden. Dies unterstützt das Ergebnis, dass in den Wildtyptieren 
nach Induktion der Pankreatitis eine Th2-Antwort nachgewiesen werden konnte. 
Die Freisetzung von DAMPs durch den Zelluntergang von Azinuszellen führt zu 
einer Aktivierung des NLRP3-Inflammasom Komplexes in Makrophagen, welche 
das geschädigte Gewebe infiltrieren. Im weiteren Verlauf führt die Aktivierung des 
NLRP3-Inflammsoms zur Aktivierung der Caspase-1. Die Caspase-1 spaltet pro-IL-
18 und pro-IL-1beta in ihre biologisch aktiven Formen. Durch die Kontrolle dieser 
Zytokine, hat die Caspase-1 einen großen Einfluss auf das angeborene 
Immunsystem und entstehende Entzündungsreaktionen. Der Einfluss von IL-1beta 
auf den Verlauf der Pankreatitis wird deutlich in IL-1beta transgenen Mäusen. 
Diese exprimieren reifes IL-1beta in pankreatischen Azinuszellen und entwickeln im 
Laufe der Zeit eine chronische Pankreatitis 70. IL-1beta hat keinen direkten Effekt 
auf den Azinuszellschaden sondern ist indirekt für eine überschießende 
Immunreaktion verantwortlich, welche ihrerseits das Pankreas schädigt 71. Aber 
nicht nur durch die Regulation der Zytokine IL-1beta und IL-18 ist die Caspase-1 in 
der Lage die pro-inflammatorische Immunantwort zu regulieren, sondern auch 
durch die Induktion der Pyroptosis. Dabei handelt es sich um einen Zelltod, der 
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gekennzeichnet ist durch eine schnelle Ruptur der Plasmamembran, die 
Freisetzung von DAMPs und dadurch eine weiter Induktion der 
Entzündungsreaktion 72 über die Aktivierung des Inflammasoms. Hierdurch kann es 
zu einer überschießenden Immunantwort kommen, die ohne die Anwesenheit von 
Kontrollmechanismen zu einem SIRS führen kann. Die Abwesenheit des NLRP3-
Inflammasoms führte in unserer Arbeit zu einer geringeren Immunantwort und 
einem signifikant geringeren Schaden im Pankreas. Dies könnte in der 
Abwesenheit von aktiver Caspase-1 und der damit verbundenden Abwesenheit von 
pro-inflammatorischen Signalen begründet sein. Diese Vermutung bestätigen die 
Ergebnisse aus den Versuchen an IL-18 knockout Mäusen. Denn auch hier kam es 
zu einem milderen Verlauf der Pankreatitis und keiner signifikanten Erhöhung der 
Aktivierungsmarker auf CD4+-Zellen. IL-18 ist auch im humanen Modell ein 
prognostischer Marker für die Induktion einer Entzündungsreaktion im frühen 
Verlauf der akuten Pankreatitis 73. 
Die vorangegangenen Untersuchungsergebnisse zeigen einen neuen Ansatzpunkt 
für die Behandlung von akuten Pankreatitiden. Die Anwendung von Biologicals hat 
in den letzten Jahren einen immer größeren Stellenwert in der Behandlung von 
Erkrankungen eingenommen. Die Anwendung eines Antikörpers gegen IL-18 
könnte ein interessanter Ansatzpunkt sein. Allerdings stellt hier der Zeitpunkt, wann 
im Verlauf der Pankreatitis die Applikation erfolgen sollte, eine große Schwierigkeit 
dar. 
5.3 SIRS und CARS zwei getrennt ablaufende Ereignisse? 
In den letzten Jahren haben viele Arbeiten gezeigt, dass die anfängliche Annahme, 
dass es sich bei SIRS und CARS um zwei zeitlich voneinander abzugrenzende 
Prozesse handelt, nicht stimmt. Dies konnte sowohl durch Transkriptpomanalysen 
als auch durch Daten von Sepsis-Patienten belegt werden 74,75,76. Auch in unserem 
Modell konnte mittels Transkriptomanalysen gezeigt werden, dass eine pro- und 
anti-inflammatorische Immunantwort zeitgleich ablaufen und es keine deutliche 
zeitliche Abgrenzung gibt (Daten nicht gezeigt) 61. Die frühe Aktivierung von T-
Zellen konnte bereits in vielen Sepsis-Modellen gezeigt werden. Diese Arbeiten 
gehen von einer Art Voraktivierung aus. In diesem Status, können die T-Zellen, 
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wenn sie auf ihr spezifisches Antigen treffen, schneller proliferieren 77. Bei einem 
Ausbleiben des spezifischen Signals gehen die Zellen allerdings in Apoptose und 
es kommt zu einer verringerten Anzahl von T-Zellen, die eine Immunsuppression 
erklärt 78,79. Hierbei ist wichtig zu bemerken, dass gerade Effektorzellen in 
Apoptose gehen, wohingegen regulatorische T-Zellen, die in unserem Modell auch 
induziert wurden, eine gewisse Apoptoseresistenz aufweisen 80.  Die induzierten 
regulatorischen T-Zellen können die Entzündungsreaktion begrenzen und somit 
immunsuppressiv wirken. Wieder ein Hinweis darauf, dass sowohl Teile des SIRS 
als auch des CARS parallel ablaufen.  
 
 
„Quelle: Sendler M, van den Brandt C, Glaubitz J, Wilden A, Golchert J, Weiss FU, Homuth G, De 
Freitas Chama LL, Mishra N, Mahajan UM, Bossaller L, Völker U, Bröker BM, Mayerle J, Lerch MM. 
NLRP3 Inflammasome Regulates Development of Systemic Inflammatory Respoes in Mice With 
Acute Pancreatitis. Gastroenterology. 2019 Oct 5. pii: S0016-5085(19)41413-3“ 	
Abbildung 23: Schema zur Regulation der Immunantwort während der akuten 
Pankreatitis aus der Publikation der eigenen Daten 61  
 
Zusammenfassend lässt  sich sagen, dass der Ausgang der Pankreatitis abhängig 
ist von der Bildung des NLRP3-Inflammsoms und der daraus resultierenden 
Aktivierung von IL-18. Eine Blockade des NLRP3-Inflammasoms führt nicht nur zu 
einem milderen Verlauf der Pankreatitis in unserem Modell, dies konnte auch in 
anderen Arbeiten gezeigt werden 81,82–84. Bei einem immer größer werdenden 
Stellenwert von Biologicals im klinischen Alltag, könnte das NLRP3-Inflammasom 
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ein wichtiger Ansatz in der Behandlung der schweren Verläufe in der akuten 
Pankreatitis sein. 
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Die akute Pankreatitis ist eine weit verbreitete gastrointestinale Erkrankung, die 
assoziiert sein kann mit Multiorganversagen und einer nicht unwesentlichen 
Mortalität. Die Pankreatitis beginnt mit einer sterilen Entzündung, die eine 
überschießende inflammatorische Immunantwort (SIRS) induzieren kann. Die 
dahinter stehenden Mechanismen sind bisher noch nicht verstanden und eine 
Behandlung aus diesem Grund schwierig. 
Um die systemische Immunantwort während der Pankreatitis genauer zu 
untersuchen, wurde in dieser Studie in unterschiedlichen Mausstämmen  (IL-
12p40-, NLRP3- und IL-18 knockout Mäuse) eine akute Pankreatitis mittels 
Gangligatur und der Applikation von Caerulein induziert. Die Aktivierung der 
erworbenen Immunantwort wurde mittels durchflußzytometrischer Analyse der T-
Zellen in der Milz gemessen. Die Differenzierung der T-Zellen zu Th1/Th2/Treg-
Zellen wurde durch die Färbung der nukleären Transkriptionsfaktoren Tbet, Gata3 
und FoxP3 und CD4+-Zellen untersucht.  
Im Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des erworbenen 
Immunsystems abhängig von NLRP3 ist. Während der Pankreatitis zeigte sich eine 
klare Th2-Antwort in Abwesenheit einer Th1-Antwort. Diese Immunantwort war 
abhängig von IL-18 in Abwesenheit von IL-12. Die therapeutische Inhibition von 
NLRP3 zeigte eine deutliche Reduktion der T-Zell-Aktivierung und einen milderen 
Krankheitsverlauf der Pankreatitis. 
Im Gegensatz zu anderen Arbeiten, die davon ausgehen, dass es erst zu einer 
überschießenden Inflammation (SIRS) und dann zu einer zu starken 
Gegenreaktion, Anti-Inflammation (CARS), kommt, konnte gezeigt werden, dass im 
Verlauf der Pankreatitis SIRS und CARS parallel verlaufen. Durch die Inhibition von 
NLRP3 kommt es zu einer milderen Immunantwort und milderen Krankheitsverlauf. 
Aus diesem Grund kann der Einsatz von Inhibitoren gegen NLRP3 ein guter 
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FoxP3 Forkhead-Box-Protein P3 
GATA-3 Trans-acting T-cell-specific transcription factor 3 
GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating factor 
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NLRP3 NOD-Like Receptor family, Pyrin domain 
containing 3 
NOD Nucleotid-binding Oligomerization Domain 
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